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COMPOSITION CONTENANT DES ACIDE S NUCLEIOUES. 
PREPARATION ET UTILISATIONS 

La presente invention concerne des compositions a base d'acides nucl&ques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particulierement, die concerne des 
5 compositions comprenant des acides nucl&ques et des oligopeptides et leur utilisatio n 
en th6rapie g6nique, notamment pour le transfert d'acides nucl&ques. 

La thferapie genique consiste £ corriger une on une anormalite 

(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information g£netique 
dans la cellule ou l'organe affects Cette information genetique petit §tre introduce soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modif&e 6tant slots r&ntroduite 
dans rorganisme, soit directement in vivo dans le tissu jp propc i fc D tt Kce n t e s 
techniques ont 6t6 d6crites pour le transfert de cette information g6n6tique, parnri 
lesquelles des techniques di verses de transfection impliquant des complexes (TADN et 
de DEAE-dextran (Pagano et aL, J.Virol. 1 (1967) 891), (TADN et de prot&nes 

15 nucl6aires (Kaneda et ai:! Science 243 (1989) 375). d'ADN et de lipides (Feigner et aL f 
PNAS 84 (1987) 7413), 1'emploi de liposomes (Fraley et al.. J.BioLChem. 255 (1980) 
10431), etc. Plus recemment, 1'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de 
genes est apparu comme une alternative prometteuse & ces techniques physiques de 
transfection. A cet egard, differents virus ont 6te testes pour leur capacity k infecter 

20 certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus ad6no-associ6s, et les adenovirus. 

Toutefois, les techniques developpees jusqu'a present ne permettent pas de 
resoudre de maniere satisfaisante les difficult^ lites au transfert de g&nes dans les 
cellules et/ou l'organisme. En particulier, les probtemes li^s & la penetration de Fadde 

25 nucl&que dans les cellules ne sont pas entidrement rfesolus. En effet, la nature 
polyanionique des acides nucl&ques pr£vient leur passage & travers les membranes 
cellulaires. S*il a ete montrt que les acides nucl&ques mis sont capables de traverser la 
membrane plasmique ex vivo (voir notamment la demande n° WO90A1092), 
l'efficacit6 de transfection reste assez faible. De plus, les acides nucl&que mis ont une 

30 demi-vie plasmatique courte, en raison de leur degradation par les enzymes et de leur 
elimination par les voies urinaires. Par ailleurs, si les virus recombinants permettent 
d'ameliorer Fefficacite de transfert des acides nucleiques, leur emploi presente certains 
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risques tels que la pathogenicity la transmission, la replication, la recombinaison, la 
transformation, etc. 

La prSsente invention apporte une solution avaniageuse a ces differents 
problemes. La demanderesse a en effet montrfc qu'il est possible de former des paires 
5 d'ions entre des oligopeptides cationiques particuliers et les groupements phosphates 
des acides nucleiques, et que les complexes ainsi form6s sont stables, et sont capables 
de p6netrer les cellules ou d'etre encapsulfes dans des vecteura de transf ert tels que des 
liposomes, des nanoparticules ou des lipoprot&nes de faible density (LDL) avec des 
rendements eleves. 

10 Un premier objet de Finvention reside done dans une composition comprenant 

un acide nucl&que et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires. Le terme structure secondare designe les peptides capables ^adopter une 
conformation spaciale particuli&e dans des conditions physiolQgiques, par opposition 
aux peptides ne pr&sentant pas d'organisation particulifere de leur structure primaire. La 

15 structure second aire peut apparaitre soit dans certains solvants, soft en solution 
aqueuse, soit aprfcs complexation avec l'acide nucl&que. 

Plus particulferement, les oligopeptides utilises dans le cadre de Knvention 
sont capables de former des h61ices a ou des feuillets |3. 

La complexation (fun acide nucleique avec une polyiysine a d£j& 6t6 d6crite 
20 dans Tart antferieur. Cependant, le taux de complexation et la stability du complexe 
forme avec la polyiysine sont relativement faibles, et ces complexes ne peuvent etre 
encapsules dans des vecteurs de transf ert de fagon satisfaisante (voir exemples). Au 
contraire, les complexes selon llnvention, qui impliquent des oligopeptides cationiques 
capables de former des structures secondaires (h&lices a, feuillets p) prfesentent une 
25 stability elev6e, peuvent etre obtenus avec des rendements proches de 100%, et sont 
capables d'Stre encapsulfes avec des rendements flevfe dans des vecteurs de transfert 
Ces complexes constituent done des outils particuliSrement avantageux pour le 
transfert decides nucleiques dans les cellules. Par ailleurs, selon la nature du vecteur 
de transfert utilis6, les compositions de l'invention peuvent etre utilises sur des 
30 cellules extraites de 1'organisme (ex vivo) en vue de leur r§administration, ou 
directement in vivo. 
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Plus particulierement, les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente 
invention repondent a la formule (AoAyAyA^n ou (A 0 AyA 0 Ay)n dans laquelle Aq 
est un acide amin6 hydrophobe. Ay est un acide amin6 hydrophile, et n est un nombre 
entier superieur ou egal & 4. La demanderesse a en effet montrfe que de tels 
5 oligopeptides sont capables, une fois complexes aux acides nucieiques, de former des 
structures secondaires qui stabilisent fortement lesdits complexes. 

Plus prfferentiellement, l'acide amine hydrophobe est choisi parmi la leucine, 
la valine, risoleucine et la phenylalanine; et l'acide amine hydrophile est choisi parmi la 
lysine, l'arginine et 1'histidine. 

10 La capacite des oligopeptides k former des structures secondaires peut etre 

v6rifi6e par dichrdisme circulaire ou en RMN, comme indiqu6 dans les exemples. 

-Encore plus - prfefe fe nt idiement, ToKgopeptide' -seknM' inv enikg i est choisi 
parmi les oligopeptides de formule (LKKL)n, (LKLK)n, (LRRL)n, dans lesquelles n^ 
est defini comme pr6c6defnment 

15 D'une manfere g6n6rale, dans les oligopeptides de l'invention, n peut varier 

entre 4 et i00, de preference entre 10 et 50. La valeur de n est adaptee par ITiomme du 
metier en fonction de la longueur et de la nature de l'acide nucieique, de la 
composition de 1'oligopeptide, de rutilisation recherchee, etc. 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de rinvention, les l 
20 proportions respectives de 1'oligopeptide et de l'acide nucl&que sont de preference - 
determin6es de sorte que le rapport charges positives de 1'oligopeptide / charges 
negatives de l'acide nucl&que soit 6gal ou superieur a 1 (ce rapport est d6sign6 R dans 
les exemples). Ainsi, plus l'acide nucieique est long, plus le nombre de charges 
positives apporte par 1'oligopeptide doit etre 61ev6 pour obtenir un effet maximum. 
25 Ceci peut se traduire soit par Utilisation ^oligopeptides dans iesquels la valeur de n 
est plus 61ev6e, soit par Utilisation de quantit6s plus £lev6es d'oligopeptides, soit 
encore par les deux. 

Les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de lliomme du metier. Preferentiellement, ils sont 
30 synthetises par voie chimique, au moyen d'un synthetiseur de peptides, en utilisant tout 
type de chimie connue de Uhomme du metier (F-moc, T-boc, etc). Lorsque les valeurs 
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de n sont elevees, il est par ailleurs possible de synthetiser les oligopeptides en 
plusieurs fragments qui sont erisuite assembles. Par ailleurs, selon la technique de 
synthese utilisee (par exemple en phase homogene), Oligopeptide obtenu peut etre 
nan pas un compost dSfini, mais un melange ^oligopeptides ayant des longueurs 
5 diff&entes centr6es autour d'une moyenne. Dans ce cas, la valeur de n de la formule de 
1'invention repr£sente la moyenne des valeurs des n des diffcrents constituants du 
melange. Des mfethodes de synthase approprifes sont donnfces dans les techniques 
g6n6rales de biologie moleculaire et dans les exemples. 

Au sens de la presente invention, le terme acide nucl&que comprend aussi 
0 bien les acides d&oxyribonucteiques que les acides ribonucleiques. II peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN genomique, 
d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences 
synth^u^o^aeini^^ acides 

humaine, animale, vfegfetale, bact&ienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute 
5 technique connue de lliomme du mfetier, et notamment par criblage de banques, par 
synthase chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
par ailleurs etre incorpores dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concernant plus particulterement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
10 etre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucteiques peuvent porter des genes 
th&rapeutiques, des sequences rfcgulatrices de la transcription, des sequences antisens, 
des regions de liaison d d'autres composants cellulaires, etc. 

Au sens de I'inventian, on entend par gfcne thferapeutique notamment tout 
ggne codant pour une ou des protfeines (ou peptide ou polypeptide) ayant une activity 

!5 pharmacologique. n peut s'agir d'enzymes, dTiormones, de facteurs de croissance, de 
lymphbkines, d'apolipoprotfeines, etc. Par sequence antisens. on entend toute sequence 
capable, directement ou indirectement (aprfes transcription en ARN) de rfeduire les 
niveaux d'expression cTune prot&ie desiree, voire de les supprimer (EP 140 308). Les 
antisens comprennent egalement les sequences codant pour des ribozymes, qui sont 

10 capables de d6truire s§lectivement des ARN cibles (EP 321 201). 

Concernant plus particulierement les acides ribonucleiques (ARN), il peut 
s'agir d'ARN antisens, capables de bloquer au moins partiellement la traduction 
d'ARNm cibles (ceUulaires, viraux, bacteriens, etc); ou egalement de ribozymes ou 
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rfacides nucteiques capables de se Her a un autre acide nucieique par formation dune 
triple helice. 

Les compositions selon rinvention peuvent dtre utilises in vitro, ex vivo ou in 
vivo. In vitro, elles peuvent permettre de transferer & des lignfes cellulaires des 
5 sequences d'acides nucl6iques d6sir§es, par exemple dans le but d'exprimer une 
proteine recombinante ou une activity antisens, ou dans le but cTinhiber une ptoteine, 
par fixation de ladite proline sur Facade nucieique. Ex vivo, elles peuvent Stre utilises 
pour le transfert th6rapeutique d'un acide nucieique dans une cellule issue dHin 
organisme, en vue de conferer a ladite cellule des propri6t6s nouvelles ©u renforcees, 
10 avant sa r6administration k un organisme. In vivo, elles peuvent etre utilises pour 
radministration directe d'acide nucieique. 

Un autre objet de rinvention reside done dans Futifisatioa dun oligopeptide 
cationique capable de former des structures seco n da r es pour le transfert d'acides 
nucl&ques dans les cellules. Comme indiqu6 plus haut, ce transfert peut gtre effectu6 

15 in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Les compositions selon rinvention peuvent permettre de transferer des acides 
nucleiques dans des types varies de cellules. Preferentiellement, il s'agit de cellules 
animates, de preference humaine. II peut s'agir notamment de cellules 
h&natopofetiques, endotheiiales, myoblastiques, etc. Par ailleurs, il peut s'agir aussi 

20 bien de cellules saines que de cellules affect£es par des dysfonctionnements (tumeur, 
infection virale. etc). 

Uinvention concerne 6galement un procedfi pour le transfert (fun acide 
nucieique dans une cellule caract6ris6 en ce que Ton cultive ladite cellule en presence 
de l'acide nucieique et d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
25 secondares. 

Par ailleurs, les complexes acide nucleique-oligopeptide de la presente 
invention permettent 6galement l'encapsulation des acides nucleiques dans des vecteurs 
de transfert avec des rendements considSrablement am&iores. Pour diminuer les 
probtemes de stability et de p6n6tration dans les cellules, les acides nucieiques peuvent 
30 en effet 6t6 associes a des transporteurs ou & des vecteurs de medicament appropries. 
^encapsulation des acides nucleiques dans de tels vecteurs de transfert permet de les 
proteger des nucleases s6riques, de faciliter leur penetration dans les cellules ou se 
trouve leur cible pharmacologique, et de ralentir leur elimination. Toutefois, la 
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difficulte majeure limitant l'utilisation de ces vecteurs reside dans les faibles 
rendements decapsulation des acides nucleiques. La demanderesse a maintenaht ' 
montre que les complexes acide nucleique-oligopeptides de l'invention peuvent etre 
encapsules dans des vecteurs de transfert avec des rendements eleves. Plus 
5 particulierement, les rendements ^encapsulation des complexes de l'invention dans des 
nanoparticules sont supferieurs & 50%, alors qu'ils sont inf6rieurs & 1% avec des acides 
nucl&ques nus, ou avec d'autres oligopeptides ne fonnant pas de structure secondaires 
(Cf exemples). 

Un autre objet de Invention reside done dans l'utilisation dW oligopeptide 
10 cationique capable de former des structures secondaires pour Tencapsulation d'acides 
nucleiques dans un vecteur de transfert 

L'invention a egalement pour objet les vecteurs de transfert d'acides nucleique 
comprenant une composition telle que def inie ci-avant 

Parmi les differents vecteurs de transfert, on pr&f&e utiliser dans le cadre de 
15 la pr6sente invention des vecteurs biocompatibles, biodfegradables, hydrophobes et de 
nature proteique ou polym6rique. En particulier, les vecteurs preferfe selon l'invention 
sont les liposomes, les nanoparticules ou les lipoproteines de faible densite (LDL). 

Les liposomes sont des vfesicules phospholipidiques comportant une phase 
aqueuse interne dans laquelle les acides nucl&ques peuvent etre encapsutes. La 
20 synthase de liposomes et leur utilisation pour le transfert d'acides nucleiques est 
connue dans Tart anterieur (WO91/06309, W093/19752, WO92/19730). L'utilisation 
de complexes selon Invention permet tfam&iorer 1'efficacite ^encapsulation des 
acides nucl&ques dans les liposomes. 

Les nanoparticules sont des particules de petite dimension, gfen&alement 
25 inferieure a 500 nm, capables de transporter ou de vectoriser un principe actif (tel 
qu'un acide nucleique) dans les cellules ou dans la circulation sanguine. La pr&sente 
invention permet fegalement tfam&liorer considerablement les rendements 
^encapsulation tfacides nucleiques dans des nanoparticules. Prfeferentiellement, les 
nanoparticules selon l'invention sont constitutes par des polymeres comportant une 
30 majorite de motifs degradables teis que l'acide polylactique, eventuellement 
copolymerisS a du polyethylene glycol. D'autres polymeres utilisables dans la 
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realisation de nanoparticules ont 6t6 decrits dans Tart anterieur (voir par exemple 
EP 275 796; EP 520 889). 

L'invention concerne done fegalement un proced6 decapsulation d'acides 
nucl&iques dans des vecteurs de transf ert selon lequel on met en contact le vecteur de 
5 transf ert ou les composants le constituant, l'acide nucl&que et tin oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondares, ou 6ventuellement un 
complexe acide nuclfique - oligopeptide d&jk form6, dans des conditions permettant 
l'encapsulation de l'acide nucl&que dans ledit vecteur de transf ert, puis on rfecupere le 
vecteur de transfert form&. Cornme indiqu6 plus haut, le procedfe selon 1'invention est 
10 pr6f6rentiellement appliqufe pour la preparation de liposomes, de nanoparticules ou de 
lipoptot£ines de faible density 

L'invenlion concerne 6galement des compositions pharmaceutiques 
comprenant un acide nucl&que therapeutique et un oligopeptide cationique capable de 
former des structures secondares, 6ventuellement encapsutes dans un vecteur de 
15 transfert 

La prfesente invention sera plus completement dScrite k l'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consid6r& comme illustratifs et non limitatifs. 

Eampte 1 ; Preparation dre oligopeptides 

Les trois oligopeptides suivants ont ete synth6tis6s : ^ 

20 LL >fH).fl^ cine-Lvsine-Lvsine-Leucine)j^>(OH) ou (LKKDiru 

Cet oligopeptide a 6t§ synth6tis6 sous forme de sel d'acide trifluoioacetique au moyen 
d'un synthfetiseur de peptides Applied Biosystem 431 A, sur une rfesine HMP Implied 
Biosystem) et selon une stratSgie F-MOC. AprSs la synthase, le peptide a 6t6 libfa6 de 
la r^sine par traitement 90 minutes en presence June solution TFA/eau 95/5 (v/v), 

25 prfecipitfe par addition d'ether tertiobutylm&hylique, puis purifi§ par HPLC phase 
inverse sur colonne C18 100 A (Biorad RSL). La purete du peptide obtenu est 
sup&ieuie 4 95 % et sa solubility dans 1'eau de 50 mg/wl. U a 6t6 montrfe que le 
polyt6trapeptide LKKL, non structure dans 1'eau, adopte une conformation en helice a 
en solution saline, Cette conformation devrait amfcliorer la stability du complexe par 

30 formation de paires d'ions entre les charges positives des lysines de Toligopeptide et les 
phosphates ionisfes & pH physiologique de l'acide nucteique. 
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1.2. -(H)4l^ucine-Lvsine-Leucine-Lvsine)2n-(OH) ou (LKUO^ 

Cet oligopeptide a ete synth&ise sous forme de sel tfacide trifluoroacetique en snivant 
le protocole d£crit ci-dessus. La puretfc du peptide obtenu est supSrieure a 90% et sa 
solubility dans i'eau de 100 mg/ml. II a 6t6 montre que le polytfetrapeptide LKLK, non 
5 structure dans l'eau, adopte une conformaticm en feuillets (5 en solution saline ou en 
presence d'acides nucteiques, en raison de Interaction entre phosphates et 
groupements aminfe. Le long tfun feuillet (3, la distance sfeparant 2 charges positives 
est de 6.9 A, ce qui est compatible avec ies 6.2 A separant 2 groupements phosphate 
tfun acide nucl&que simple bin. Cette conformation devrait done am61iorer la stability 
10 du complexe. 

1.3. >mUfPmline-Lvsine.Lvsine>Leucine)j^(OH) ou (PKKDjj^ 

Ce peptide (found par A. Brack, Centre de Biophysique Molficulaire, Orleans) n'est 
pas structure en solution saline et a 6te utilise comme controle. 

lAPolylysine, 

15 La polylysine utilis£e est d'origine commerciale. Ce peptide n'est pas structure en 
solution saline et a 6t6 utilise comme controle. 

Rrgmpte 2 - Acides nudfiflllfiS utilisfes 

21. Acides nuclSiques antisens anti-ras Vall2 

Des acides nuclfeiques antisens anti ras ont et6 prepares. Ces acides nucteiques sont des 
20 oligonucleotides de 12 et 13 rfesidus, synthetisfe par la soci6t6 Eurogentec (Belgique), 
Ces oligonucleotides sont dirigfe contre une sequence de l'ARNm de ras mute au 
niveau du douzfeme codon. Les addes nucleiques utilises sont Fantisens (AS-Val) , son 
inverse (INV-Val : la sequence est identique mais orientee dans le sens inverse), ainsi 
que 1'antisens de l'ARNm ras normal (AS-Gly) et qu'un acide nucleique tfcmoin 
25 comportant 2 nucleotides non apparies au milieu de la sequence (AS-mut2). La 
sequences de ces acides nucleiques est la suivante : 

3 ' -CGCGGCAGCCAO 5 1 (AS-Val 1 2 ) 

3'- GCGGCAGCCACAC-S 1 (AS-Val13) 
3 ' -CACCGACGGCGC- 5 1 ( INV-Val 1 2 ) 
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3 ' -CACACCGACGGCG-5 ' (INV-Val1 3) 

3'-CGCGGCCGCCAC-5 l (AS-Gly12) 
3 ' -CGCCGGAGCCAC-5 1 AS-mut21 2) 

2.3. Aside nycl^iqv^ (4(Tp)15T) 

5 L'acide rtucl&que (d(Tp)15T) est compos6 de 16 thymidines. D est d'origine 
commerciale (Pharmacia). , 

Exemple 3 ; Ettide de complexation 

> 

Cet example illustre la formation de complexes entre les acides nucl&ques antisens 
dfecrits dans Texemple 2 et les oligopeptides decrits dans l'exemple 1, dans differentes 
10 conditions de force ionique et de concentration (toutes les concentrations en acides 
nucl&ques sont exprimfees en phosphate). D montre que des rendements de 
complexation tr6s 61ev6s peuvent Stre obtenus, t&noignant ainsi de la stability des 
complexes. 

3,7, Compilation en tampon phosphate 

15 L'acide nucleique (10" 4 M exprimS en phosphate : Cphosphate = 12 X C ac id e 
nucl6ique) et ^oligopeptide (concentration variant entre 2.10"3, 10" 4 et 2*10~ 5 
exprimges en charges positives) ont et6 mis en contact dans un tampon phosphate 50 
mM pH 7,4. La solution a ensuite fete centrifuge et l'absorbance (A) £ 256 nm 
(maximum d'absorption des acides nucleiques) determin6e dans le surnageant Pour" 

20 chaque valeur du rapport R (Nombre de charges positives de i'oligopeptide / Nombre 
de charges negatives de l'acide nucteique) testfee, la valeur A/AO est d&terminee, 
permettant d'6valuer la fraction decide nucl&que libre et, par difference, la fraction 
complexfee. Pour un rapport R = 1, la concentration en oligopeptide exprimfe en lysine 
est done de 10" 4 M. 

25 Les rfesultats obtenus montrent que la fraction de complexe precipitant AS- 
Vall3/LKKLio ou INV-Vall3/LKKLio est de 85 % pour un rapport R = 2. Pour un 
rapport R = 1, la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLX10 et INV- 
VaI13/LKLK10 est inferieure : 3p %, Ces nesultats peuvent s'expliquer par une 
competition entre les phosphates du tampon et les phosphates de l'acide nucleique 

30 pour la formation du complexe. Ces resuitats sont cependant superieurs a ceux 
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obtenus avec l'otigopeptide controle : 15 % de complexe INV-Vall3/PKKL10 
precipitant seulement. 

3 2. fVwnplexahnn an tampon Tris-HCI 

L'acide nucleique (10- 4 M) et l'oligopeptide (concentration vairiable) ont ete mis en 
5 contact dans un tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,4. La solution a ensuite ete 
centrifugee. et l'absorbance a 256 nm determinee dans le surnageant Pour chaque 
valeur du rapport R testee, la valeur A/AO est determinee comme precedemment 

Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe precipitant AS- 
Vall3/LKKL10 et AS-Vall3/LKLK10 est de 100 % pour un rapport R-= 1. Pour un 
10 rapport R = 2, la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 est egalement 
de 100%. Par ailleurs. 100% de complexe precipitant AS-Vall3/LKKL10 ont 
egalement ete obtenus avec une concentration d'acide nucleique de 2.10" 5 M et un 
rapport R = 1. 

En revanche, en ce qui concerne le complexe AS-Vall3/PKKL10, seulement 70 % des 
15 acides nucleiques impliques dans le complexe precipite ce qui demontre que raffinite 
des oligopeptides selon l'invention est superieure. 

11 rnmplexation dans l'eau 

Le protocole ci-dessus a ete repete en remplacant le tampon Tris-HCI par de l'eau. Les 
memes resultats ont ete obtenus (100 % de complexation pour R = 1), demontrant 
20 1'affinite elevee des oligopeptides de l'invention pour les acides nucleiques. 

T4 Conclusions 

L'ensemble de ces resultats demontre le rendement eleve de complexation des 
oligopeptides de l'invention aux acides nucleiques, et le fait que ce rendement est 
independent de la sequence et de la concentration de l'acide nucleique utilise. Par 
25 ailleurs, comme le montre le tableau ci-apres. l'etude des spectres dichroiques a permis 
de confirmer les structures secondaires adoptees par les oligopeptides cationiques 
utilises, en solution ou apres complexation. 
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Peptide 


Tampon Phosphate 
50mM 


Tampon Phosphate 
50mM/NaCl 0.2M 


.Eau 


Eau / acitfe 
nucI6ique 


LKKL 


hfelicea 


helice a 


non structure 


h&ice a 


LKLK 


feuilletp 


feuilletp 


non structure 


feuiUetp 


PKKL 


non structure 


non structure 


non structure 


non structure 



Emanate 4 ; Etude dfc ^encapsulation dans an Yetfsur de transfer! ■ tes 
nanoparticMi^ 

Cet exemple illustre les proprtetfes tr6s avantageuses des complexes de Finvention, 
permettant Fencapsulation cfacide nucl&que dans des vecteurs de transfert avec des 
5 rendements trds 61ev&>. 

4.1. Nanoparticules utilisfees : Les nanoparticules utilises dans cet exemple sont des 
copolymfcres dibloc constitutes d'un poly (D t L acide lactique) li6 par une liaison ester 
a un poly (ethylene glycol) : PLAp(M)-PEG(N) ou M et N sont respectivement les 
masses moleculaires moyennes (en kD) du PLA et du PEG, et p, le pourcentage 

10 d'acide L-lactique. Les 2 types de nanoparticules utilises sont du PLA50(30)-PEG(2) 
et du PLA50(30)-PEG(5). Ces copolym&res peuvent §tre synth6tis6s par toute 
technique connue de 1'homme du mfetier (voir par exemple EP 520 889). 

4.2. Marquage radioactif des acides nuclfiques : 

Les acides nucl&ques ont 6t6 traites avec de la polynucleotide kinase du phage T4 
15 (Biolabs) en presence d'ATP/p-^P (Amersham) dans un tampon kinase. Apres 30 min 
cTincubation & 37°C, Tacide nucifeique a 6te s6par6 de FATP rfayant pas rfeagi par dfcpot 
sur colonne S6phadex G25 (Quick Spin) et centrifugation. 

4 f 3 t Encflpsylfltion de racide nwteiqp * mV-Vall3 

Cet exemple decrit Tencapsulation de Tacide nucleique INV-Vall3 dans une 
nanoparticule de PLA5q(30)-PEG(2) en presence ou en 1'absence ^oligopeptide 
(LKKL) jo- 
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Le polymere utilise (PLA50(30)-PEG(2)) a etS solubilise dans 1 ml d'acetone & une 
concentration de 10 g/1. La dilation isotopique de l'acide nucleique (concentration 
finale 10~ 5 M) a 6t6 ajoutfee, puis l'oligppeptide (& une concentration telle que R = 1). 
La solution organique obtenue a ensuite et6 versee goutte & goutte dans 5 ml d'une 
5 solution aqueuse (tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4), sous agitation. Le polymere 
insoluble dans le m&ange eau/ac6tone pcteipite sous forme de nanoparticules, 
emprisonnant le complexe acide nuclSique-oligopeptide. Uac&one a ensuite 6te 
61imin6e par Evaporation sous vide partiel, jusqu'4 un volume final de 2,5 mL Enfin, la 
suspension nanoparticulaire a 6t6 filtrte 4 travers un filtre Sartorius de porosite 
10 1 ,2 (im, qui tient lieu de crible de dispersion et cfinjectabilite. 

Une experience controle a 6t6 effectufie dans les mSmes conditions, mais en Tabsence 
de roligopeptide (LKKL)jo- 

Les rSsultats obtenus montrent que le rendement cfencapsulation de INV-Vall3 dans 
la nanoparticuie est de 56 % en presence de roligopeptide, et de 5 % seulement sans 
15 roligopeptide. 

Le rendement d'encapsulation correspond au pourcentage d'acide nucleique encapsule 
dans les nanoparticules, par rapport & la quantity totale d'acide nucleique presente au 
depart. 

4.4. Encapsulation de l'acide nucteioue (d(Tp)15T) 

20 Le rendement cfencapsulation de l'acide nucleique (d(Tp)15T) (exemple 2.2.) dans une 
nanoparticuie de PLA50 a 6t6 §tudie, en presence des oligopeptides cationiques 

suivants: 

- LKKLn H61ice a : synthfetisfe en phase homogSne sous forme dun melange 
de peptides de poids moteculaire moyen de 34900. 

25 - LKLKn Feuillet p : synthetic en phase homogdne sous forme d'un melange 

de peptides de poids moteculaire moyen de 7400. 

- PKKLn Pas de structure secondaire 

- Kn Pas de structure secondaire 

ou de sphingosine (iipide membranaire charge positivement). 
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Pour cela, l'acide nucleique (d(Tp)15T) a ete melange a l'oligopeptide en solution dans 
1'eau. En ce qui concerne la ~sphingosine, elle est solubilisee dans uri melange 
eau/ethanol 50 % v/v. Les concentrations utiiisfees sont indiquees dans le tableau qui 
suit. 100 joJ d'une solution d'acide polylactique (PLA50) solubilisee dans Tacetone a 
5 une concentration de 20 g/l ont 6t6 ajoutfes au melange, ainsi que 300 yl d'ac6tone 
pure (concentration finale en PLA50 : 5 g/l). Apres homogfenSisation au vortex, le . 
melange a ete versS goutte & goutte dans une solution aqueuse de pluronic F68 a 
2,5 % (p/v) afin de pr6cipiter le polymere sous forme dHine suspension colloidale 
nanoparticulaire turbide. La turbidite a ete appreciee a FoeiL Le diam&re des 

10 nanoparticules (175 +/• 40 nm) a 6t6 mesure par diffusion quasi 61astique de la lumiSre 
sur un appareil BI 90 (Brookhaven Instrument Corporation). L'ac6tone-a ensuite 6te 
6vaporee sous vide pendant une heure. La suspension a ensuite 6t6 filtrfee sur filtre 
millipore AP20 (diam&re des pores : 1,5 \xm), prfealablement mouillfe avec la solution 
de pluronic F68 & 2,5 %. 

15 Le rendement d'encapsulation a 6t6 d6termin6 et est report^ dans le tableau qui suit 



Peptide 


LKKLn 


LKLKn 


PKKLn 


Kn 


Sphingo. 


Structure 


Helice a 


Feuillet (i 


aucune 


aucune 


aucune 


Concentration du 
peptide (mM) 


5 


12,5 


9,2 


1 


2,2 


Volume de peptide 
dans le melange 
(wl) 


11.4 


65 


48 


60 


27 


Quantity de peptide 
(nmol) 


57 


812 


442 


60 


60 


Concentration de 
d(Tp)15T 


71jiM 


Volume de 
d(Tp)15T 


28 |il 


Quantite de 
d(Tp)15T 


2 nmol 


R 


2 


27 


14.7 


2 


2 


Rendement 


42.8 


7.8 


0.8 


0.3 


1.3 



Ces resultats montrent clairement que les oligopeptides de 1'invention permettent 
rfencapsuler les acides nucleiques avecdes rendements nettement superieurs a ceux 
obtenus avec des oligopeptides de Tart anterieur (polylysine) ou ne formant pas de 
20 structures secondares (PKKL). 
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F.Y»mplft S ; Transfe r* d'acide nucleique dans les cellules 

Cet exemple Ulustre la capacite des composition de l'invention a transferer des acides 
nucleiques dans les cellules. 

SJL figUuha nffljgg : Les essais de transfert d'acide nucleique decrits dans cet 
5 exemple ont 6t6 effectues sur une lignee de cellules issue tfun carcinome vesical 
humain . designee T24/EJ accessible a l'ATCC. Les cellules ont ete cultivees dans un 
milieu MEM-EAGLE ("minimum essential medium". Biological Industries) 
supplement en L-glutamine ((5 mM). streptomycine (50 u/ml), penicilline (50 u/ml). 
en presence de 7 % de serum de veau foetal d6comptement§ 30 min & 60°C 

10 5 2 Transfert H»g arfttes nudfeimies : Les cellules (1500 / puits) ont ete ensemenoees 
dans des microplaques de 96 puits, en absence ou en presence d'acide nucleique, 
encapsule ou non dans des nanoparticules. dans un volume total de 100 yi. Chaque 
point a ete effectufe en triple. La concentration en acide nucleique utilisee a et£ ajustee 
par dilution dans de l'eau ou par concentration par centrifugation 1 h a 12000 rpm. 

15 Dans ce cas, la suspension est centrifugee, le culot pese puis le volume ajusteV 

L'efficacitfe du transfert a 6t6 d6termin6e par mesure de rinhibition de la proliferation 
cellulaire induite par l'acide nucleique antisens, apres 72 ou 96 heures de culture a 
37°C en presence de 5 % de C02. Pour cela, 2 methodes ont 6t6 utilisees : 

- Tout d'abord, 1'incorporation de thymidine tritiee, qui a ete dfeterminee apres 
20 addition de 2 piCi de 3H tiiymidine par puits. Apres 6 heures d'incubation a l'etuve, les 
plaques ont 6te lavees au Skatron (Uer. Norvege), l'ADN recueuli sur un filtre, et 
chaque rondeile du filtre (correspondant a chaque puits de la plaque) placee dans du 
liquide a scintillation puis comptee au compteur (LKB Wallac 1211 Minibeta). Les 
resultats correspondent a la moyenne des valeurs obtenues dans chacun des 3 puits. 
25 - Ensuite, la px)lif6ration cellulaire a 6t6 evaluee par comptage des ceUules en 

cellule de Malassez. Pour cela, le surnageant a 6t6 aimin6, les cellules trypsinisees (10 
min a 37°C) , puis additionnees de milieu de culture avant d'etre comptees. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 



- AS-Vall2. nu. 30 uM 42 % ^inhibition 

30 - AS-Vall2/LKKL/nanoparticule, 100 nM (exprime en antisens) .50 % d'inbibition 

- nanbparticule blanche, mtme quantite de polymere < 5 % ^inhibition 
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- AS-Vall2/LKKL/nanoparticule. 500 nM 95 % ^inhibition 

Ces rfesultats demontrent clairement Tefficacitfe des compositions de l'invention pour le 
transfert d'acides nucleiques. De plus, Us montrent que l'acide nucl&que transfere 

conserve ses proprietes fonctionnelles, dans le cas present, son activity d'antisens. 

f 

I 
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REVENDICATIONS 

1. Composition comprenant un acide nucleique et tin oligopeptide cationique 
capable de former des structures secondares. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que 1'oligopeptide 
5 est capable de former des helices a ou des feuillets (3. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que 1'oligopeptide 
r&pond & la fonnule O^AyAyA^n ou (A 0 AyA 0 Ay)n dans laquelle Aq est un acide 
amin6 hydrophobe, Ay est un acide amine hydrophile, et n est un nombre entier 
superieur ou egal a 4. 

10 4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que Facade amine 

hydrophobe est choisi parmi la leucine, la valine, risoleucine et la phenylalanine. 

5. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'acide amine 
hydrophile est choisi parmi la lysine, l'arginine et Vhistidine. 

6. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que 1'oligopeptide 
15 est choisi parmi (LKKL)n, (LKLK)n, (LRRUn. 

7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce que n est cornpris 
entre 4 et 100 9 de preference entre 10 et 50. 

8* Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est un acide desoxyribonucleique. 

20 9. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 

nucleique est un acide ribonucl6ique. 

10. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est modifie chimiquement 

11. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
25 nucleique est un antisens. 

12. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique comporte un gene therapeutique. 
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13. Composition selon Tune des revendications 8 a 12 caracterisee en ce que 
le rapport charges positives de Oligopeptide / charges negatives de l'acide nucleique 
est egal ou supSrieur a 1 . 

14. Vecteur de transf ert d'acides nucleique comprenant une composition selon 
5 l'une des revendications pnecedentes. 

15. Vecteur de transf ert selon la revendication 14 caract£ris§ en ce qu*il s'agit 
d'une nanoparticule. d'un liposome ou d'une lipoprot&ne de faible densitfe. 

16. Precede ^encapsulation d'acides nucl6iques dans des vecteurs de transf ert 
caracteris6 en ce que Ton met en contact le vecteur de transf ert ou ces composants, 

10 l'acide nucteique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondares, ou eventuellement un complexe acide nucl&que-oligopeptide d6j& formfe, 
dans des conditions permettant l'encapsulation de l'acide nucl&que dans ledit vecteur 
de transf ert, puis on recupdre le vecteur de transf ert form 6, 

17. Proc6d6 pour le transf ert d'un acide nucleique dans une cellule caracterise 
15 en ce que Ton cultive ladite cellule en presence de l'acide nucleique et d'un oligopeptide 

cationique capable de former des structures secondaires. 

18. Utilisation d'un oligopeptide cationique capable de fortner des structures 
secondaires pour le transfer! d'acides nucleiques dans les cellules. 

19. Utilisation selon la revendication 18 pour le transf ert in vitro, ex vivo ou 

20 in vivo. 

20. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucl&que 
th&rapeutique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires, 6ventuellement encapsulfes dans un vecteur de transfers ■ 
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